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総 説
還元的 TCA回路の鍵酵素 ATP-citrate lyaseについて





































































































ける IDH の研究は H.thermophilus においても報告さ
れている??．H.thermophilus においては分子量約46,000
のホモダイマー構造であり，NADHを補酵素として脱炭
酸反応を行う．興味深いことにC. limicolaの IDH が平
衡反応で炭酸固定反応も触媒できるのに対し，H.thermo-
philus の IDH は単独では炭酸固定反応を触媒できず，




ATP-citrate lyase (ACL) は succinyl-CoA
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Fig.1  The reductive tricarboxylic acid (RTCA)cycle for CO?
assimilation in C.limicola.
The reaction catalyzed by ATP-citrate lyase is in-
dicated with a bold arrow. PS; pyruvate synthase,
PEPC; phosphoenolpyruvate carboxylase, OGS; 2-
oxoglutarate synthase, and IDH; isocitrate dehy-













































ACL 活性は還元的 TCA 回路により独立栄養生育を行
う生物にしか検出されていない．つまり大腸菌や枯草菌


















PAGE 後の Western 解析やタンパク質のリン酸化実験
などにより主に65kDa，42kDaのタンパク質に分解する
と考えられていた．しかしながら，その後，中温性の緑





crobial databaseにおいて C. tepidum の全ゲノム解析
が既に行われているが，その ORF は135kDa のタンパ
ク質をコードしたものではなく，C.limicola同様に異な
る２つの ORF によってコードされていることが明らか
となった．また，C. limicola，C. tepidum 両者の ACL










たところ，C. tepidum のものと同様の530～550kDa と
計算された．この場合α?β?のヘテロ10量体と考えられる
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Fig.2  Structure of ACL genes from C.limicola and human.
The phosphorylation sites in human ACL indicate
 

















































Fig.4  Kinetic analysis of recombinant Cl-ACL with citrate.
(A)Double-reciprocal plot of the kinetic data.(B)Hill plot of the kinetic data.Hill coefficients are indicated as n?values.
The n?value of 0.45 is given in the lower citrate concentrations(0.05 to 2 mM).(C) Velocity plot with various concentra-
tions of citrate.The solid curve was fitted by nonlinear regression analysis of the experimental data as described in the
 
text.The dotted line represents a calculated curve of activity if the enzyme were to follow typical Michaelis-Menten
 
kinetics.
Fig.3  Double-reciprocal plots for various concentrations of
 
ATP with or without ADP.
ADP concentrations were 0 mM (circle), 0.1 mM
(square),and 0.3 mM (triangle).















































（注：HD 法は acetyl-CoAの他 succinyl-CoAなどの
acyl-CoA の定量と検出が可能．）H. thermopilus では
ACL 活性を HD 法により追跡して精製した場合，精製
タンパク質はMDH法では活性を示さなかった．すなわ
ち oxaloacetateが生成されていないことが示唆された．




Fig.5  Hanes plots of the kinetic data.
The panels of left,middle,right are focused on lower (0～1 mM),middle(0～3 mM),higher (0～20 mM)concentrations of
 
citrate,respectively.The estimated enzyme-substrate complexes are indicated below each panel.
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 synthetase(CCS）と同定された．CCSは46kDa，36kDa
のヘテロ構造であり，その一次配列は C. limicola ACL
や大腸菌 succinyl-CoA synthetaseと高い相同性を有し








CCS，CCL を比較すると，C. limicolaの ACL は還元
的 TCA回路を発達させる過程においてCCSと CCLを
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